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(54) Bezeichnung: KOMBINATION AUS CIS-4-HYDROXY-L-PROLIN UND N-METHYL-CIS-4^HYDROXY-L-PROLIN ZUR AN- 
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(57) Abstract 



The disclosure relates to a combination of cis-4-hydroxy-L-prolinc and n-inethyl-cis-4-hydroxy-l-proline for use as a therapeutic agent, 
in particular in cancer treatment. Also disclosed is the use of the individual substances for treating hormone-sensitive prostate cancer. 

(57) Zusanunenfassung 

Beschrieben ist cine Kombination aus cis-4-Hydroxy-L-prolin und N-Methyl-cis-4-hydroxy-L-prolin zur Verwendung als therapeuds- 
cher Wirkstoff insbesondere fiir die Krebstherapie. Beschrieben ist femer die Verwendung der Einzelsubstanzen fUr die Theiapie des 
hormonsensitiven Prostatakarzinoms. 
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10 

Kombination aus cis-4-Hvdroxv-L-Drolin und N-Methvl-cis-4-hvdroxv-L- 
prolin zur Anwendung als theraoeutischer Wirkstoff insbesondere fur die 

Krebstherapie 

15 

Prioritat : 11. Marz 1996, Deutschland, Akz.. 196 09 454.2 

Einleitung 

20 Die Erfindung betrifit eine Aizndstoff-Kombinatioii, die als wesentliche Komponenten 

cis-4-Hydroxy-L-prolin (A) und N-Methyl-cis-4-hydroxy-L-prolin (B), oder ihre 
phannakologisch vertraglichen Derivate enth&lt» zur Anwendung als therapeutischer 
Wirkstoflf, insbesondere iiir die Krebstherapie des Menschen. Die Erfindung betrifit femer 
Arzneimittelzusaniniensetzungen, die diese Kombination enthalten, und ihre Verwendung. Die 

25 Erfindung betrifft auch Verfahren zur Behandlung von Patienten mit der Kombination, die an 
Krebs erkrankt sind. SchlieBlich betrifft die Erfindung die Verwendung der 
Einzelleomponenten filr die Therapie des hormonsensitiven Prostatakarzinoms. 

Technischer Hintererund 

30 

Aus der DE-Patentschrift 35 38 619 ist die Verwendung von cis-4-Hydroxy-L-prolin 
bei der Behandlung von Karzinomen und verwandten Tumoren bekannt. Femer ist aus der 
EP-B-0 223 850 die Verwendung von N-Methyl-cis- 4-hydroxyprolin und N-Methyl •trans-4- 
hydroxyprolin bei der Behandlung von Astrocytonuellen bekannt. In dieser Patentschrift 
35 werden diese Derivate von Hydroxyprolin und Prolin sowohl in verschiedener Konfiguration, 
OH- Positionierung und Alkylierung genannt. Femer ist in Cancer Detection and Prevention, 
Vol. 1 1, Nr. Vi, 1987, Seite 66, ein Abstract Nr. 2:046, W. Hoerrmann et al., ,J)ifFerential 
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5 effects of cis-4-hydroxy-L-proline .(CHP) and inethyI-cis-4-hydroxy-L-proline (mcHP) on 
tumour cells: Evidence for redifFerentiation and cell growth inhibition", veroffentiicht worden. 

Die Erflndung 

10 Es wurde nun uberraschenderweise gefiinden, daB die Kombination der Komponenten 

(A) und (B), d.h. cis-4-Hydroxy-L-prolin und N-Methyl-cis-4-hydroxy-L-proiin, eine 
wertvolle Arzneistoff-Kombination ist, die sich insbesondere zur Therapie von Tumoren 
eignet. In der Zellkultur von Tumorzellen kann diese antitumorose Wirlcung in besonders 
klarer Weise nachgewiesen werden, da sie zu einer signifikanten Hemmung der 

15 Zellproliferation fiihrt. Die Tumorzellen werden dabei in einem ublichen Kulturmedium mit 
unterschiediichen Konzentrationen von 1 bis 100 lig/ml der Kombination im Molverh^tnis 
1:1 iiber einen Zeitraum von 6 bis 10 Tagen behandelt. Zu bestimmten Zeiten wird die 
Zellzahl bestimmt. Die Abnahme der Zellzahl bzw. die Hemmung der Zellproliferation ist ein 
wichtiges Indiz fur einen mit der Kombination therapierbaren Tumor. 

20 

Die erfindungsgemaBe Kombination enth&lt die Komponenten (A) und (B) in der 
Kegel in einem eine synergistische Wirkung erzeugenden Molverhaltnis, vorzugsweise in 
einem Bereich von 10:1 bis 1:10 und besonders bevorzugt in einem Molverh^tnis von 1:1. 
Beide Komponenten sind untoxisch mit einer akuten bzw. subakuten Toxizit&t von hoher als 
25 10.000 mg pro kg. Beide Komponenten erwiesen ^ch im Ames-Test als nicht mutagen. 

Spezielie Beispiele fur therapierbare Tumoren, deren Zellen bei der Behandlung mit 
der erfindungsgemaBen Kombination einer Hemmung der Zellproliferation zeigten, sind 
Nierenkarzinome, Hamblasenkarzinome, Prostatakarzinome, Mammakarzinome, Ifimtumore 

30 und Fibrosarkome. Typische humane Tumorzellinien zum Testen der erfindungsgemaBen 
Kombination kdnnen von verschiedenen Kultursammlungen, z.B. der Zellkultursammlung des 
Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) in Heidelberg von der American Type Culture 
Collection (ATCC), Rockville, Maryland, U.S.A., und der European Collection of Cell 
Cultures (ECACC), Centre for Applied Microbiology and Research, Salisbury, Wiltshire, 

35 England, bezogen werden. 

Die Beispiele erlautem die Erfindung. Sie sind nicht einschrankend aufzufassen. 
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5 Bcispiele : Vcrsuche zur Hemmung der Zellproliferation 

Fur die Versuche zur Bestimmung der Hemmung der Zellproliferation mit der 
Kombination der Erfindung wurden folgende bekannte Zellinien humaner Herkunft 
verwendet. Diese Versuche wurden insofem nicht an in Nacktmause implantierte Tumoren 
10 durchgefuhrt, da die chemische Natur der Komponenten (A) und (B) eine 
Verstofiwechseiung durch den tierischen Organismus moglich erscheinen lafit und damit die 
Gefahr falsch-negativer Resuitate gegeben ist. 

1. Nierenkarzinonizellen 

15 

KTCrrL2: Es handelt sich um eine Nierenkarzinonizellinie des DKFZ Heidelberg. 
KTCTL2-ZeUen besitzen maligne Eigenschaften, bilden Tumore in Nacktm&usen, 
Kolonien im Weichgar und wachsen in Zdlkultur stark adhfirent auf der Unterlage. 

20 SK Nep: Diese ZeOinie des DKFZ wurde eben&lls aus einem Nierenzellkarzinom 

etabliert. DK Nep-Zellen bilden ebenso wie KTCTL2-Zellen Tumore in 
Nacktm^sen und Kolonien im Weichgar, Sie weisen aber morphologisch in 
Zellkultur einen hdher malignen Phanotyp auf, da sie ofTenbar spontan kleine 
Aggregate bilden und fast unabhtogig von der Adharenz auf etner Unterlage ohne 

25 Kontakthemmung ubereinanderwachsen. 

Diese zwei Zellinien wurden gewShlt, da sie in vitro zunehmend maligne 
Eigenschaften aufweisen. 

30 2. Hamblasenkarzinonizellen 

RT-4: Diese Zellinie stammt aus einem hochdifferenzi^en papillaren 
Hamblasenkarzinom (Gradl) eines Mannes. Diese Zellinie w&chst stark adhasions- 
abhangig. 

35 J82: Diese Zellinie stammt aus einem vollig verwilderten, gering difFerenzierten 

Hamblasenkarzinom (Grad 3). 
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3. Prostatakarzinomzellen 

PC-3: Eine Zellinie aus einem progredienten, hormonresistenten Prostatakandnom. 
Sie ist hochgradig tumorig in Nacktmausen und bildet Koionien in Weichagar. 

LNCaP: Zellinie aus einer Lymphknotenmetastase eines hormonsensitiven, 
mittelgradig difFerenzierten Prostatakarzinoms. 

Mammakarzinomzellen: Es wurde die Zellinie MCF 7 venvendet; sie ist 

oestrogensensitiv, 

Fibrosaricomzellen: Es wurde die Zellinie HT 1080 venvendet. 

Mmtumorzellen: Es warden die Zellinien HTZ-122 und HTZ-17 venvendet. 

Bei der Zellinie HTZ-122 handelt es sich um ein niedrig 
malignes Astrocj^om (WHO Grad I), bei der Zellinie HTZ- 
17 um einen hochmalignen astrocytiren Tumor 
(Glioblastoma multiforme, WHO Grad IV). 

Es warden mit diesen Zellinien folgende Behandlungsversuche durchgefuhrt: 

1. Es wurde die Substanz (A) cis-4-Hydroxy-L-prolin in verschiedenen Konzentrationen 
allein eingesetzt. 

2. Es wurde die Substanz (B) N-Methyl-cis-4-hydroxy-L-prolin in verschiedenen 
Konzentrationen allein eingesetzt. 

3. Es wurde die Kombination (K) aus (A) und (B) im Molverhaltnis 1:1 in 
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. 

Das Ergebnis alier dieser Versuche ist den beigefugten graphischen Darsteilungen zu 
entnehmen, aus denen auch die jeweiligen Zellzahlen, die Versuchsdauer in Tagen and die 
verwendeten Konzentrationen ersichtlich sind. 
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5 Diese graphischen Darstellungen werden nachfolgend erlautert: 

Bei der Nierenkarzinom-Zellinie KTCTL2 haben die Einzelsubstanzen (A) und (B) 
keine Wirkung. Dagegen fuhrt die Kombination (K) aus beiden Substanzen zu einer 
signifikanten und dosisabhangigen Wachstumshemmung von ca. 25%, Siehe graphische 
10 Darstellung Figuren 1 bis 4, Die Kombination zeigt somit eine echte kooperative 
(synergistische) Hemmung der Zellproliferation bei KTCTL2 Zellen, die allein durch keine der 
beiden Substanzen erzielt werden kann. 

Im Gegensatz dazu fanden sich bei SK Nep, die einen besonders malignen Phanotyp 
15 aufWeist, fur (A), (B) und (K) keine Wirkung. 

Beeindruckend ist der sehr starke kooperative (synergistische) Eflfekt der Kombination 
(K) auf die Zellinie RT-4 aus einem papillaren Hamblasenkarzinom eines Mannes. In der 
Konzentration von 100 |ag/ml zeigen die Einzelsubstanzen praktisch keinen Eflfekt, in der 
20 Kombination (K) dagegen eine drastische Hemmung der Zellproliferation. Siehe Figuren 5 bis 
7. 

Bei dem voUig verwilderten, gering difFerenzierten Hamblasenkarzinom J 82 zeigten 
die Einzelsubstanzen (A) und (B) keine, die Kombination (K) eine maBige Wirkung. Siehe 
25 Figuren 8 bis 10. 

Bei der hormonsensitiven Prostatakarzinom-Zellinie LNCaP findet sich eine 
signifikante Hemmung der Zellproliferation sowohl fiir die Einzelsubstanz (A) als auch (B), 
noch starker aber filr die Kombination (K). Siehe Figuren 1 1 bis 13. 

30 

Dagegen findet sich bei der hormonresistenten Prostatakarzinom-Zellinie PC 3 sowohl 
fur die Einzelsubstanz (A) und (B) als auch fiir die Kombination (K) nur eine schwache 
Wirkung. Siehe 14 bis 16. 

35 Das unterschiedliche Verhalten dieser beiden Prostatakarzinom-Zellinien beweist die 

hohe Spezifitat der eingesetzten Verbindungen. 



BEMCHTIGTES BLATT (KEGEL 91) 
ISA/EP 
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5 Bei der oestrogensensitiven Mammakarzinom-Zellinie MCF 7 zeigen sowohl die 

Einzelsubstanzen (A) und (B) als auch die Kombination (K) eine Hemmung bis zu 50%, aber 
nur fiir die Kombination konnte gezeigt werden, daB dieser EfFekt dosisabhangig isi, Siehe 
Figuren 17 bis 19. 

10 Bei der Fibrosarkom-Zellinie HT 1080 zeigt bereits die Einzelsubstanz (A) eine starke 

Wirkung, fur (B) war die Kurve nicht auswertbar, die Kombination (K) zeigt eine 
hervorragende Wirkung mit einer dosisabhangigen Hemmung der Zellproliferation von mehr 
als 90%. Siehe Figuren 20 bis 21. 

15 Bei der Himtumor-Zellinie HTZ 122 sind die Einzelsubstanzen (A) und (B) sowie die 

Kombination (K) wirksam, die Kombination (K) aber am starksten mit einer Hemmung um 
ca. 66%. Dabei ist dieser EfiFekt dosisabhangig. Siehe Figuren 22 bis 24. 

Bei der hochmalignen Himtumor-Zellinie HTZ 17 ist bereits die Einzelsubstanz (A) 
20 hervorragend wirksam, die Einzelsubstanz (B) nur sehr gering wirksam, die Kombination (K) 
erreicht eine Hemmung von ca. 75%. Siehe Figuren 25 bis 27. 

Arzneimittel und Therapie 

25 Arzneimittelzusammensetzungen, die eine Kombination der Erfindung enthalten, 

k5nnen nach an sich bekannten Methoden hergestellt werden. Verwiesen wird auf das Buch 
,^emington's Pharmaceutical Sciences", 18. Auflage, 1990, Mack Publishing Company, 
Easton, Pennsylvania, U.S.A., insbesondere Teil 6, Pharmaceutical Preparations and Their 
Manufacture. Die Einzelsubstanzen sind durch chemische Synthese oder im Handel erhaltlich. 

30 Die Zusammensetzungen konnen zur oralen oder parenteralen, insbesondere intravendsen 
Applikation mit ubiichen HilfsstofFen formuliert werden. Zur Behandlung des 
Hamblasenkarzinoms kommt auch die intravesikale (transurethrale) Applikation in Frage. In 
diesem r ail wird die Kombination in Form einer verdunnten waCrigen Losung verabfolgt, 

35 Die Dosis hangt von der Schwere der Erkrankung ab. Die Kombination der Erfindung 

kann in einer Einzeldosis von 0,01 bis 0,1 g pro kg Korpergev/icht einmal oder mehrmals 
taglich appliziert werden. 

BERICHTIGTES BLATT (KEGEL 91) 
ISA /EE 
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Die erfindungsgemaBen Arzoeimittel konnen die Komponenten (A) und (B) auch in 
Form von pharmakologisch vertraglichen Abkommiingen oder Vorlaufem enthalten. Hier sind 
zu nennen: Alkalisalze, Erdalkalisalze, Saureadditionssalze, Ester, Amide, Sauredamide und 
Ather der genannten Verbindungen, Dehydroprolin und N-Alkyl- bzw. N-Methyl-Derivate 
des Dehydroprolins und ihre entsprechenden Keto- Verbindungen. 
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Patentanspiiiche 

1. Kombination aus cis-4-Hydroxy-L-proiin als Komponente (A) und N-Methyl-cis-4- 
hydroxy-L-prolin ais Komponente (B), oder ihre pharmakologisch vertraglichen 
Derivate in einem eine synergistische Wirkung erzeugenden Moiverhaltnis zur 
Anwendung als therapeutischer WirkstofE 

2. Kombination nach Anspruch 1 im Molverh&ltnis der Komponenten (A) und (B) von 
10:1 bis 1:10. 

3. Kombination nach Anspnich 1 im Molverh&ltnis der Komponenten (A) und (B) von 

1:1. 

4. Kombination nach einem der Anspruche 1 bis 3 zur Anwendung bei der Therapie von 
Tumoren. 

5. Kombination nach Anspruch 4 zur Anwendung bei der Thersqjie des 
Hambiasenkarzinoms. 

6. Kombination nach Anspruch 4 zur Anwendung bei der Therapie des hormonsensitiven 
Prostatakardnoms. 

7. Kombination nach Anspruch 4 zur Anwendung bet der Therapie des Nierenkarzinoms. 

8. Kombination nach Anspruch 4 zur Anwendung bei der Therapie des hormonsensitiven 
Mammakar^noms. 

9. Kombination nach Anspruch 4 zur Anwendung bei der Therapie des Fibrosarkoms. 

10. Kombination nach Anspruch 4 zur Anwendung bei der Therapie von Himtumoren. 

11. Arzneimittel, enthaltend eine Kombination aus cis-4-Hydroxy-L-proIin als 
Komponente (A) und N-Methyl-cis-4-hydroxy-L-prolin als Komponente (B), oder 
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ihre pharmakologisch vertraglichen Derivate in einem bei der Hemmung der 
Zellproliferation von Tumorzellen eine synergistische Wirkung erzeugenden 
Molverhaltnis. 

12. Arzneimittel nach Anspruch 10, enthaltend die Komponenten (A) und (B) im 
Molverhaltnis 10:1 bis 1:10. 

13. Arzneimittel nach Anspruch 10, enthaltend die Komponenten (A) und (B) im 
Molverhaltnis 1:1. 

14. Arzneimittel nach einem der Anspruche 11 bis 13 zur Anwendung bei der Therapie 
von menschlichen Tumoren. 

15. Arzneimittel nach Anspruch 14 zur Anwendung bei der Therapie des 
Hamblasenkarzinoms. 

16. Arzneimittel nach Anspruch 14 zur Anwendung bei der Therapie des 
hormonsensitiven Prostatakarzinoms. 

17. Arzneimittel nach Anspruch 14 zur Anwendung bei der Therapie des 
Nierenkarzinoms. 

18. Arzneimittel nach Anspruch 13 zur Anwendung bei der Therapie des 
hormonsensitiven Mammakarzinoms. 

19. Arzneimittel nach Anspruch 14 zur Anwendung bei der Therapie des Fibrosarkoms. 

20. Arzneimittel nach Anspruch 14 zur Anwendung bei der Therapie von I£mtumoren. 

21. Verwendung einer Kombination aus cis-4-Hydroxy-L-prolin als Komponente (A) und 
N-Methyl-cis-4-hydroxy«L-prolin als Komponente (B), oder ihrer pharmakologisch 
vertraglichen Derivate in einem eine synergistische Wirkung erzeugenden 
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Molverhaltnis zur Herstellung einer Arzneimittelzusanmiensetzung fur die Therapie 
von Tumoren. 

22. Verwendung nach Anspruch 21 zur Herstellung einer Arzneiniittelzusammensetzung 
fiir die Therapie des Hamblasenkarzinoms. 

23. Verwendung nach Anspruch 21 zur Herstellung einer Arzneimittelzusanunensetzung 
fbr die Therapie des hormonsensitiven Prostatakarzinoms. 

24. Verwendung nach Anspruch 21 zur Herstellung einer Arzneimittelzusammensetzung 
fiir die Therapie des Nierenkarzinoms. 

25. Verwendung nach Anspruch 21 zur Herstellung einer Arzneimittelzusammensetzung 
fiir die Therapie des hormonsensitiven Mammakandnoms. 

26. Verwendung nach Anspaich 21 zur Herstellung einer Arzneimittelzusammensetzung 
fur die Therapie des Fibrosarkoms. 

27. Verwendung nach Anspruch 21 zur Herstellung einer Arzneimittelzusammensetzung 
fiir die Therapie von Himtumoren. 

28. Verwendung nach einem der Anspruche 21 bis 27, wobei das Molverhaltnis der 
Komponenten (A) und (B) 10: 1 bis 1 : 10, insbesondere 1:1 betr&gt. 

29. Verwendung von cis-4-Hydroxy-L-prolin oder N-Methyl-cis-4-hydroxy-L-prolin, oder 
ihres pharmakologisch vertrftglichen Derivats zur Herstellung einer 
Arzneimittelzusanunensetzung fiir die Therapie des hormonsensitiven 
Prostatakarzinoms. 
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